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PROTHNE PORTEUSE A EFFET ADJUVANT, COMPLEXE IMMUNOGENE LA 
CONTENANT, LEUR PROCEDE DE PREPARATION, SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE ET 
VACCIN. 

La presente invention concerne des adjuvants destines a etre 
5 associes a une molecule pour ameliorer son activite, en particulier pour 
augmenter l'intensite de la reponse immunitaire. Hie concerne egalement 
des complexes contenant un tel adjuvant associe a une molecule active. 

La molecule active peut notamment etre une proteine, un peptide, 
un polysaccharide, un oligosaccharide ou un acide nudeique, ADN ou ARN. 
10 La mise au point de vaccins parfaitement definis et depourvus 

d'effets secondaires marques, necessite I'emploi d'antigenes vaccinants de 
faible masse moleculaire, tels que des peptides ou des oligosaccharides. Ces 
antigenes de faible masse, mais aussi certains antigenes de masse 
moleculaire superieure tels que les polysaccharides de la paroi 
15 bacterienne, ne peuvent induire seuls une reponse immunitaire durable 
et intense. II est indispensable de lier ces antigenes, par voie chimique ou 
par genie genetique. a des proteines porteuses. 

Les prolines porteuses, actuellement utilisees, sont de deux types : 

- les anatoxines tetanique et diphterique : I'emploi trop frequent de ces 
20 proteines porteuses risque d'aller a l'encontre d'une reponse intense 

contre l'haptene et risque de poser des problemes d'immunotoxicologie, 

- un extrait de proteine membranaire de Neisseria meningitidis (OMPC) : 
est constitu£ par une proteine membranaire contaminee par des lipides 
et des LPS. 

25 Le brevet EP- 267 204 a propose 1'utilisation d'une molecule de 

support destinee a etre couplee a un immunogene, et consistant en une 
proteine de membrane d'E. coli ou de Salmonella. 

La Demanderesse a demontre qu'une proteine extraite de la 
membrane externe de Klebsiella pneumoniae permet d'ameliorer 

30 considerablement la reponse immunitaire a un antigene ou un haptene 
lorsqu'elle est administree en meme temps que celui-ci a un hote. Plus 
particulierement, une proteine OmpA, la proteine P40 de K. pneumoniae, 
peut etre utilisee comme adjuvant dans des complexes immunogenes, ou 
elle est associee a un element immunogene. 
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Les conjugu£s chimiques issus d'un couplage de peptides & la P40 
donnent de bons r£sultats, et une Evaluation de la rtponse immunitaire 
montre des rtponses en anticorps contre ces peptides superieures k celles 
observ6es en utilisant les prot&nes porteuses de reference, KLH ou TT. 
5 Toutefois, les antiggnes peptidiques sont greffes de manure 

pr^terentielle sur la partie C-terminale de la sequence, partfe de la 
molecule la plus immunogene, (Puohiniemi, R et ah, 1990, Infect Immu. 5& 
1691-1696. Ceci peut poser un probl&me s£rieux pour les procaines de 
fusion contenant la sequence complete de P40. Ainsi, Putilisation d'un 

10 fragment de la sequence supportant TactivitE adjuvante, minimiserait 
davantage I'immunogenicite de la proteine porteuse et les risques lies & 
cette immunogenics. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet un complexe 
immunogene du type comprenant un element immunogene, associe a un 

15 adjuvant augmentant Pintensite de la r^ponse immunitaire, caracterise en 
ce que Pelement immunogene est un antigene ou un haptene, et en ce que 
Padjuvant comprend au moins une partie de la proteine P40 de Klebsiella 
pneumoniae ou une proteine pr6sentant au moins 80% d'homologie et de 
preference au moins 90% d'homologie avec la proteine P40. 

20 En particulier, Pinvention a pour objet un adjuvant constitu6 d'une 

proteine ou d'un peptide presentant la sequence de P40 substantiellement 
depourvue des parties immunogenes. 

Ces fragments de P40 selon Pinvention sont notamment : 

- la sequence de P40 depourvue de la partie C terminale perisplasmatique 
25 immunogene, 

- une sequence contenant la 3eme et la 4eme boucle extramembranaire 
flanquant une sequence intramembranaire, 

- une sequence contenant une boucle extramembranaire invariable et la 
sequence intramembranaire adjacente. 

30 On definit comme boucles extramenbranaires invariables les 

sequences de P40 homologues avec les sequences des boucles conservees 
entre differentes especes d'enterobacteries. Les sequences des boucles 
extramenbranaires non conservees au cours de revolution sont 
denommees boucles variables. La localisation des boucles 
35 extramembranaires est realisee d'apres le modele de VOGEL et JAHNIG 
™^~(1986~ JrMblrBiol^Tl20 rl9 1-199) concenianrPOmpA"a^E~coli" " 
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Le choix des fragments et plus particulifcrement la troisteme 
sequence (acides amines 127 k 179) est fonde sur I'hypothfcse selon 
laquelle les boucles extramenbranaires invariables (conserv6es entre les 
OmpA des differentes enterobact^ries) contiennent des sequences 
5 reconnues par des cellules immunocompetentes, ces derni^res pouvant 
posseder des r6cepteurs reconnaissant ces sequences. 

La reconnaissance sp&rifique de ces sequences par des cellules 
pr6sentatrices d'antigenes permettrait de cibler des antigfcnes vers ces 
cellules et ainsi d'induire un effet adjuvant. 

10 C'est pourquoi, l'un des objets de 1'invention est un produit adjuvant 

qui consiste en la sequence comprise entre les amino-acides 1 k 179 de la 
proline P40 de K. pneumoniae, ou une sequence presentant au moins 80% 
et de preference au moins 90% d'homologie avec la sequence comprise 
entre les amino-acides numerous 1 et 179 de la sequence de la proteine P40 

15 de K. pneumoniae. 

Un autre objet de 1'invention est un adjuvant qui consiste en la 
sequence comprise entre les amino-acides 108 a 179 de la proteine P40 de 
K.pneumoniae ou une sequence presentant au moins 80% d'homologie et 
de preference au moins 90% d'homologie avec la sequence comprise entre ^ 

20 les amino-acides numerates 108 et 179 de la proteine P40 de K. pneumoniae. 

Selon un autre aspect, 1'invention a pour objet un adjuvant qui 
consiste en la sequence comprise entre les amino-acides numerates 127 k 
179 de la proteine P40 de K. pneumoniae ou une sequence presentant au 
moins 80% et de preference au moins 90% d'homologie avec la sequence 

25 comprise entre les amino-acides numerates 127 a 179 de la proteine P40 de 
K. pneumoniae. 

Les sequences ID n° 2, ID n° 4, ID n° 6 et ID n° 8 correspondent k des 
adjuvants selon 1'invention. Cette proteine et ces peptides adjuvants 
peuvent notamment etre prepares a partir de membranes de bacteries du 
30 genre Klebsiella pneumoniae. Le procede comprend alors les etapes 
suivantes : 
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a) precipitation des Iipopolysaccharides par addition de detergent et d'un 
sel de cation divalent et recuperation du surnageant, 

b) precipitation des prolines du surnageant et remise en suspension du 
culot, 

5 c) chromatographic de la suspension sur echangeur d'anions et 
recuperation des fractions contenant le produit adjuvant, 

d) chromatographic sur echangeur de cations et recuperation de la 
fraction contenant Ie produit adjuvant, 

e) concentration de la fraction obtenue h Tissue de Petape d) pour 
10 recup6rer un produit adjuvant sous forme de proteine ou de peptide, 

essentiellement depourvu de liposaccharides. 

Des etapes de diaiyse peuvent avantageusement intervenir entre, 
respectivement, les etapes b) et c) et les etapes c) et d). 

L'invention a egalement pour objet les complexes immunogenes 
15 pouvant etre obtenus £ partir des differents adjuvants. 

L'adjuvant peut etre associe a Pelement immunogene par couplage 
chimique. 

Ce couplage covalent de Phaptene peptidique^ l'adjuvant peut £tre 
effectue d'une facon bien connue dans la technique. Des reactifs 
20 appropri£s a cette fin comprennent notamment les esters de N- 
succinimide, les carbodiimides, PEEDQ. (N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy-l,2- 
dihydroquinoleine) et similaires. 

On peut egalement fusionner par genie genetique le fragment de la 
proteine P40 en cause et Pelement immunogene. 
25 La proteine de fusion obtenue entre le fragment de la proteine 40 et 

Pelement immunogene peut egalement etre fusionn6e, par genie 
genetique a une proteine qui est un recepteur a une proteine serique, en 
particulier a la serumalbumine humaine. 

L'eiement immunogene, un antigene ou haptene, peut notamment 
30 provenir de virus ; on peut citer les proteines du RSV (Virus Respiratoire 
Syncitial) ou leurs fragments, par exemple la proteine G du RSV, ou 
Pantigene de Phepatite B. 

Dans le cas de la proteine G du RSV, on peut utiliser la proteine 
totale ou ses fragments, eventuellement modifies par mutag£nese 
35 ponctuelle ou deletion. 
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La Demanderesse a montre que 1 'administration d'un haptene 
couple a un fragment de la proteine P40 selon l'invention entrainait une 
augmentation susbtantielle de la reponse immunitaire, en limitant les 
risques de reactions a 1'encontre de 1'adjuvant lui-meme. 

5 Un proc6d6 pour augmenter l'immunogenicite d'un antigene ou 

d'un haptene, caracterise en ce qu'on associe ledit antigene ou haptene a 
un adjuvant qui comprend tout ou partie de la sequence de la proteine P40 
de Klebsiella pneumoniae, sous forme d'un complexe tel que defini 
precedemment fait 6galement panie de l'invention. 

10 L'invention a done egalement pour objet un vaccin, caracteris6 en 

ce qu'il contient un element immunogene associe a un fragment de la 
proteine P40 depourvu d'une partie substantielle de la sequence C- 
terminale de la proteine P40 native. 

Elle comprend egalement des compositions pharmaceutiques 

15 contenant un complexe forme entre un adjuvant et un element 
immunogene, tel que defini precedemment et des excipients 
pharmaceutiquement acceptables adaptes a son administration par voie 

parenterale et/ou orale. 

L'invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques 
20 codant pour les peptides ou les proteines decrits precedemment, et 
l'utilisation de ces sequences a titre de medicament. Plus particulierement, 
de telles sequences d'ADN peuvent etre utilisees dans des compositions 
destinees a l'immunisation par voie intramusculaire ou intradermale. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer l'invention sans 

25 aucunement en limiter la portee. 

Dans ces exemples, on se referera aux figures suivantes : 

Figure 1 : Strategic de clonage par amplification genique de P40. 
Figure 2 : Clonage de P40 dans pVABBG2AC. 
30 Figure 3 : Choix des differents fragments de P40. 

Figure 4 : Clonage de AP40G2AC dans pVABB 
Figure 5 : Reponse anticorps anti-peptidiquc G1AC apres des 

immunisations avec differentes concentrations de 

P40ext-G1AC. 

35 
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Figure 6 : R6ponse anticorps anti-peptidique GlAC obtenue avec 
differents sch&nas d'immunisation. 

Exemple 1 : Isolement et purification de la proteine p40 

5 

Materiel et m£thodes 

La biomasse de Klebsiella pneumoniae (souche 1-145, 40 g de cellules 
seches) est ajustee a pH 2,5 a l'aide d'acide acetique pur. 
10 Aprds addition de 1/2 volume d'une solution contenant 6% 

c^trimide, 6096 ethanol, 1,5 M CaCl 2 dont le pH est ajust£ 4 2,5 avec de 
l'acide antique, le melange est plac6 sous agitation pendant 16 heures a 
temperature ambiante. 

Aprds centrifugation 20 mn a 15000 g a 4° C, les proteines du 
15 surnageant sont precipices & I'ethanol. Deux precipitations successives 
avec centrifugation intermediaire (10 mn, 10000 g, 4° C) sont realisees : de 
20 i 50 % puis de 50 a 80% 

Les culots obtenus apres la seconde precipitation sont remis en 
suspension dans une solution de zwittergent 3-14, 1%. 
20 Apres agitation 4 heures a temperature ambiante, le pH est ajuste a 

6,5 a l'aide de NaOH IN. 

Une centrifugation du melange pendant 20 mn a 10000 g a 4° C 
permet d'obtenir une fraction enrichie en proteines membranaires 
(fraction MP). 

25 Les proteines de la fraction MP sont dialysees contre un tampon 

Tris/HCl 20 mM pH 8,0 ; zwittergent 3-14, 0,1%. Le dialysat est depose sur 
une colonne contenant un support de type echangeur d'anions forts 
(colonne de 0 = 50 mm x H = 250 mm, gel Biorad Macroprep High Q) 
equilibree dans le tampon decrit ci-dessus. La proteine P40 est eluee pour 

30 une concentration de 50 mM en NaCI dans le tampon d'equilibration. 

Les fractions contenant la P40 sont rassemblees et dialysees contre 
un tampon citrate 20 mM pH 3,0 ; zwittergent 3-14, 0,1%. Le dialysat est 
depose sur une colonne contenant un support de type echangeur de 
cations forts (dimensions de la colonne : 0 = 25 mm x H = 160 mm, gel Biorad 
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15 



20 



Macroprep High S) equilibree dans le tampon citrate 20 mM pH 3,0, 
zwittergent 3-14, 0,1 %. La proteine P40 est eluee pour une concentration 
0.7 M en NaCl. Us fractions contenant la P40 sont rassemblees et 
concentrees par ultrafiltration a l'aide d'un systeme de filtration a flux 
tangentiel Minitan Millipore utilise avec des plaques de membranes 
possetiant un seuil de coupure 10 kDa. 

Rdsultats 

Les fractions obtenues apres chaque etape chromatographique sont 
analysees par SDS-PAGE afin de rassembler celles contenant la proteine 
P40. 

Les quantites de proteines sont mesurees par la methode de Lowry 
(tableau 1). 

Tableau 1 : Tableau recapitulatif des quantites de proteine et 
LPS des fractions obtenues pour les differcntes etapes du 
procedd de purification de la proteine P40 (n.d. = non 
determine^ 





Proteines 


Rendement 


LPS 


Biomasse 


40 g 




n.d. 


Fraction MP 


900 mg 


2,25% 


n.d. 


Fraction enrichie 
en P40 


400 mg 


1 % 


10% 


Proteine P40 


130mg 


0,3% 


<1% 



30 
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La puret6 et Fhomogeneit6 de la proteine P40 sont estimees par SDS- 

PAGE 

Apr&s l'6tape de chromatographie d'£change de cations, la prot&ne 
P40 est d6pourvue du contaminant majeur present dans la fraction MP (la 
5 proteine pr6sentant une masse moleculaire apparente de 18 kDa) et 
pr6sente un degr6 de purete sup^rieur k 95%. D'autre part, cette 6tape de 
purification permet Pelimination des lipopolysaccharides. Cette etape de 
purification n'existait pas dans le procide de purification pr£c6demment 
present^. 

10 Le profil 61ectrophor6tique de la P40 rev&le plusieurs bandes. Ces 

bandes sont reconnues apr6s immunoblot par des anticorps monoclonaux 
anti-P40 obtenus chez la souris. La bande majeure sup6rieure correspond a 
la proteine d6naturee (par le traitement a 100 ° C, 15 min. en presence de 
SDS), et la bande mineure inferieure k la proteine sous sa forme native. 

15 La P40 est en effet une proteine dite modifiable par la chaleur 

(heat-modifiable), et cette propriete a ete verifiee a I'aide d'une cinetique 
de chauffage a 100° C en presence de SDS. Sans chauffage la proteine sous 
forme native presente une structure en feuillets {Lqui fixe plus de SDS et 
migre done plus loin vers 1 'anode que la forme denaturee (denaturation 

20 complete apres 5 min. a 100 * C) qui presente une structure en helices a 
(KELLER. K. B. J 978, J. BacterioL, IM. 1181-1183). 

La contamination par les lipopolysaccharides (LPS) est estimee par 
dosage par chromatographie en phase gazeuse de l'acide p- 
hydroxymyristique, acide gras marqueur des LPS de Klebsiella 

25 pneumoniae (tableau 1). 

Cette m^thode ne peut etre utilisee que pour approcher la teneur en 
LPS des 6chantillons issus des differentes etapes de purification. 

La quantite d'acide p -hydroxymyristique presente dans la fraction 
P40 apres chromatographie d'echange de cations etant inferieure au seuil 

•30 de quantification du dosage, on peut estimer que la quantite de LPS 
residuel est inferieure a 1%. 
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Exemple 2 : Clonage et expression de la proline P40 

72% de la sequence du gene de I'OmpA de Klebsiella pneumoniae a 
€t6 publie par LAWRENCE et al, 1991, J. Gen. Microbiol., 137 : 191 1-1921). 
5 L'originalit6 de nos travaux reside dans la determination de la 

totalite de la sequence, soit celie correspondant aux 83 acides amines N- 
terminaux et aux 11 acides amines C-terminaux (sur un total de 335 acides 
amines). 

10 Materiel et methode 

Souches bacteriennes 

* E coli : RV 308 : souche ATCC 31608 (Maurer, R. et ah, 
15 J 980, J. MoL BioL, Ii2, 147-161 ). 

* K. pneumoniae : IP 145 : souche C.I.B.P.F - Brevet d'invention 

depose le 19 janvier 1981. 

20 Vecteurs 

* pRIT 28 (Hultman T. et al., 1988 , Nucleosides Nucleotides, 7 : 629- 
638) : vecteur de clonage et de sequengage possedant le gene de resistance 
a Tampicilline, les origines de replication d'E coli et du phage Fl ainsi 

25 qu'une portion du gene lac-Z d'E coli (p-galactosidase). 

* pVABB : vecteur d'expression de fusion de gene. 
Solutions 

30 

* Amplification genique 

Tampon de lyse : 25 mM Taps pH 9,3 

2 mM MgCl 2 



35 
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Tampon d'amplification : 



25 mM Taps pH 9,3 
2 mM MgCI 2 
Tween20 0,l % 
200 mM dNTP. 



* Purification des proteines 



10 



TST(20X): 



Tris base 

HC1 

NaCl 

Tween 20 
EDTA 



0,5 M 
0,3 M 
4M 
1% 

20 mM 



15 



Tampon de lavage : 



Tris HCI 
MgCl 2 



50 mM 
5 mM 



pH 8,5 



Solution de denaturation : 



Gua-HCl 
Tris-HCl 



7,8 M 
28 mM 



pH8,5 



20 



Solution de renaturation : 



Gua-HCI 
Tris-HCl 
NaCl 

Tween 20 



0.5 M 
25 mM 
150mM 
0,05%. 



pH 8,5 



25 



30 



Synthese des oligonucleotides 

Les amorces nucleotidiques ont ete determinees a partir de la partie 
de la sequence publiee de l'OMPA de Klebsiella pneumoniae (Lawrence, J.G. 
et a!., 1991, J. Gen. Microbiol., 137 : 191 1-1921) de la sequence conscensus 
issue de l'alignement des sequences de 5 OMPA d'enterobacteries (E coli, S. 
typhimurium, S. marcescens, S. dysenteriae. E aeroginosae), ainsi que des 
sequences de peptides obtenus par sequencage manuel. 
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Les oligonucleotides ont 6te synthases selon la m^thode chimique 
des phosphoramidites sur Pappareil "Gene Assembler Plus" de Pharmacia, 

Amplification genique par PCR du gfcnc P40 

5 

L'ADN de POM PA de Klebsiella pneumoniae a 6t6 amplifte de la 
mantere suivante. 

Une colonie de Klebsiella pneumoniae est lysee dans 10 nl de tampon 
de lyse par chauffage k 95° C pendant 5 minutes. 
10 1 nl de cette solution sert de source d'ADN pour les reactions 

d'amplification. 

Celles-ci sont r6alis6es dans 100 |xl de tampon d'amplification, avec 5 
pmoles de chaque amorce et une unite d'enzyme Taq polymerase (Perkin 
Elmer Cetus). Chaque cycle comprend une etape de denaturation de 30 

15 secondes a 95° C suivie d'une hybridation de Pamorce k PADN et d'une 
extension d'une minute k 72° C. 30 cycles sont ainsi effectues & Paide d'un 
thermocycleur "Gen Amp PCR tt 9000 Perkin Elmer Cetus. 

Les PCR suivantes sont r^alisees a partir des fragments d'ADN 
amplifies precedemment. 

20 Les fragments d'ADN amplifies sont ensuite digeres et lies au 

vecteur pRIT 28. 

Sequengage 

25 Les fragments ainsi clones sont sequences sur un sequenceur 

automatique 373 DNA Sequenceur d'Applied Biosystem. Les reactions de 
sequengage sont realisees a Paide du kit M dye Terminator" selon les 
recommandations du fournisseur (Applied Biosystem) soil sur de PADN 
double brin obtenu apres amplification genique ou issu de maxiprep soit 

30 sur de PADN simple brin issu de fragments PCR denatures (Huhman, T. et 
al, 1989. Nucleid Acids Rev. J7 : 4937-4946). 
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Expr ssion de la proline 

Le gtne entier de P40 est clone dans le vecteur d'expression pVABB. 
Ce vecteur permet d'adjoindre une queue d'affinitd "BB" a P40 ; B etant la 
5 partie de la proline G du streptocoque qui lie la serumalbumine (Nygren, 
P.A. et al, 1 988, J. Moh Recognit. L 69-74). 

Les souches d'E coli RV308 transformfes par le vecteur pVABBP40 
sont mises & cultiver une nuit a 37° C sous agitation, dans 100 ml de TSB 
complement^ en extrait de levure, en ampicilline (200 |ig/ml) en 
10 tetracycline (8 ng/ml) et en tryptophane (100 *ig/ml). Le lendemain, une 
culture a DO = 1 pour une longueur d'onde de 580 nm est preparee dans du 
TSB + extraits de levure + ampi + tetra. 

Aprts 10 minutes de culture, 1'expression de la proline est induite 
par addition d'lAA a (25 ^g/ml) dans le milieu. La culture est centrifugee & 
15 4° C h 2460 g pendant 10 minutes. 

Le culot est repris par 20 ml de TST 1 x pH 7,4, et la solution est alors 
centrifugee a 4° C k 23000 g pendant 30 minutes. 

Le surnageant est passe sur HSA Sepharose.ee qui permet d'isoler 
les proteines dites solubles. Le culot est lave avec du tampon de lavage puis 
20 centrifuge a 23000 g a 4° C pendant 30 minutes. Le culot renfermant les 
corps d 'inclusion est alors repris par 900 \i\ d'une solution denaturante + 
100 nl de Dithiothreitol 10 mM et incube 2 heures a 37° C. 

La solution est ensuite incubee 1 nuit a temperature ambiante, sous 
agitation, dans 100 ml de tampon de renaturation puis centrifugee a 23 000 
25 g & 4°C pendant 30 minutes. 

Le surnageant est passe sur HSA Sepharose. 

Dans les deux cas les proteines fixees sont eluees avec de Tacide 
acetique 0,5 M pH 2,8 et collectees par fraction de 1 ml. 

Les fractions collectees sont ensuite analysees sur gel 
30 d'electrophorese en SDS-PAGE et par Immuno blot. 

Resultats 

Le clonage du gene a ete effectue en trois temps selon la strategic 
35 presentee sur la figure 1. 
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Dans un premier temps, nous avons confirme la partie de la 
sequence publiee a l'exception d'un T a la place d'un A en position 103. 

Puis nous avons determine la sequence en 3' du gene et enfin celle 

en 5'. 

5 Le gene entier a 6t6 obtenu par fusion des deux parties 8/4 et 3/14 

puis clone dans le vecteur pRIT 28. La sequence est la sequence id n' 1. 
La proteine est exprimee sous la forme BBP40. 
Sle est essentiellement obtenue a partir des corps d'inclusion. Pour 
une culture de 200 ml, on purifie une quinzaine de milligrammes de 
10 proteine. 

Le profil electrophoretique montre que BBP40, obtenue apres 
denaturation, est d'une grande purete\ Le poids moleculaire apparent, 
correspond au poids theorique calculi qui est de 63 kDa. 

La caractdrisation en lmmuno blot montre que la proteine purifiee 
15 est bien reconnue par un serum de lapin anti-P40. 

Exemple 3 : Proline de fusion BBP40G2AC, sous groupe a 

Un oligonucleotide correspondant a la partie N Terminale debtee du 

20 codon stop du gene, a ete synthetise\ 

U partie en 5* a ete amplified par PCR. purifiee, clon<§e dans le 
vecteur pRIT 28 et sequencee. selon la methodologic decrite dans l'exemple 
2. 

Dans un deuxieme temps, les deux parties du gene ont ete fusionnees 
25 et donees dans le vecteur pVABBG2AC (figure n' 2). G2AC represente la 
sequence d'un fragment de 101 amino-acides de la proteine G du virus 
respiratoire syncytial G (130-230). 

Des bacteries E. coli de la souche RV308 sont ensuite transformees 

avec le vecteur PVABBG2AC. 
30 Les proteines produites sont purifiees comme deja decrit pour 

BBP40. 
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Rdsultats 

La proteine BBP40G2AC est essentiellement obtenue k partir des 
corps d'inclusion. On purifie une douzaine de mg de proteines k partir de 
5 200 ml de milieu de culture. 

En 61ectrophor6se, la prot&ne est assez pure. 

La masse moleculaire apparente correspond k la masse theorique 
calculfe qui est de 75 kDa. 

10 Exemplc 4 : Clonagc et expression de trois fragments de P40 

Materiel et m£thodes 

Les oligonucleotides 

IS 

Trois oligonucleotides complementaires de la sequence de P40 ont 
ete synthetises : 16-17-18 (cf. figure 3). 

Des parties du gene determines ont ensuite ete amplifies en PCR k 
partir de PADN d r une miniprep (protocole Applied) de pRIT 28 P40. 
20 On a ainsi pu doner la partie du gene correspondant a la totalite de 

la partie transmembranaire (8/17, baptise fragment n* 8) a deux boucles 
externes-deux portions transmembranaires (16/17, baptise fragment 
n°16) et 1 boucle externe deux portions transmembranaires (18/17, baptise 
fragment n° 18). 

25 Les fragments d'ADN ainsi amplifies sont digeres puis isoles et 

ligues au vecteur pRIT 28 et sequences (cf. BBP40 clonage de P40). 

La proteine de fusion BBAP40G2AC 

30 Le gene G2AC est digere a partir du vecteur pRIT 28 G2AC puis ligue 

au vecteur digere pRIT 28 AP40 (AP40 represente un des fragments de P40). 

Ensuite, Pensemble AP40G2AC est digere ct clone dans pVABB (cf. 
figure 4). 



WO 96/14415 



PC17FR95/01463 



15 

Les trois proteines hybrides sont exprimees selon le protocole decrit 
pour BBP40. 

Resultats 

5 

Tout comme BBP40 et BBP40G2AC, BB8G2AC est obtenu 
essentiellement a partir des corps d'inclusion. Une culture de 400 ml 
donne une dizaine de mg de proteines. 

Par contre, les proteines BB18G2AC, et BB16G2AC se retrouvent 
10 majoritairement a I'etape de sonication, sous forme soluble. Dans les deux 
cas, on obtient une dizaine de mg/400 ml de culture. 

Ces proteines ont ete caracterisees en electrophorese SDS-PAGE 
Leur masse moleculaire correspond a la masse theorique calculee : 
BB8G2AC 58,03 kDa 
15 BB16G2AC 46.5 kDa 

BB18G2AC 45,5 kDa 
Les trois hybrides sont reconnus aussi bien par un anticorps 
polyclonal anti- G2 qu'anti P40 en Western Blot. 

20 Exemple 5 

1. Effets de la protcinc P40 sur dcs cellules du systcmc 
immunitairc 

25 l.a. Lymphocytes B 

On a injecte par voie sous-cutanee a des souris BALB/c (5 par 
groupe) aux jours 0 et 21, 30 (ig de P40 obtenus par extraction de la 
membrane (P40 ext) ou par recombinaison genetique (P40 rec. e'est-a-dire 
30 BBP40). Les immunisations ont ete effectuees sans aucun adjuvant. 10 jours 
apres la derniere immunisation, la reponse en anticorps anti-P40ext a ete 
evaluee sur les serums individuels par la methode EL1SA. Le tableau 2 
donne la moyenne des titres obtenus sur 5 echantillons. Les controles 
negatifs ne contenaient pas d'anticorps anti-P40ext. 

35 
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Tableau 2 : reponse anticorps anti-P40ext 



5 


Immunisations avec: 


xtP40 


recP40 




Titres d 'anticorps : 


87OJ0 


112640 



Dans ces conditions experimentales, la P40rec est aussi immunogfcne 
10 que la P40ext. Ces deux prolines contiennent done des Epitopes B qui 
interagissent avec Ies lymphocytes B. 



l.b. Lymphocytes T 

15 La reaction d'hypersensibilite retardee (HSR) k la P40ext a 6te 

mesuree par le test du gonflement differ^ du coussinet. Des souris BALB/c 
(5 par groupe) ont 6t6 sensibilisees par voie sous-cutanee avec 100 \ig de 
P40ext sans le moindre adjuvant. Apres 6 a 10 jours, les souris ont 6te 
stimulees par voie sous-cutanee avec 100 ng de P40ext/20 \il dans le 

20 coussinet posterieur droit, alors que le coussinet posterieur gauche 
recevait du PBS. 24 heures plus tard, le gonflement du coussinet a ete 
mesure. On n'observe pas d'hypersensibilite retardee dans le controle 
negatif (5 souris non sensibilisees). 

25 Tableau 3 : reaction d'hypersensibilite retardee induite par 
P40ext, mesuree par lc gonflement du coussinet (en mm) 



30 



J6 



J10 



BALB/c 
7,9 



C57B1/6 
7,8 



BALB/c 
7.5 



C57B1/6 
7,4 



35_ 
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Les r6sultats montres dans le tableau 3 indiquent que les souris 
immunises avec P40ext produisent des reactions d'hypersensibilit6 
retards hautement quantitatives dans le coussinet. La reaction HSR 
reflate la rtponse immunitaire a mediation cellulaire, necessitant des 
5 cellules Thl. On peut en conclure que P40 ext contient au moins un Epitope 
T qui est capable de favoriser la rtponse Thl, sans restriction MHC. 

1.3. Macrophages 

10 L'effet de P40ext sur des macrophages a et6 determine par ieur 

production de nitrite. Des cellules RAW 264,7, qui sont des monocytes- 
macrophages de souris, ont ete incubees 72 heures a 37° C en presence de 
differentes concentrations de P40ext. La quantite de nitrites dans le 
surnageant des cultures cellulaires a ete mesuree par un dosage 

15 colorim^trique avec le reactif de Griess-Ilosvay. 

La production de nitrite reflete I'activation des macrophages, et 
joue un role crucial dans I'activite anti-microbienne et anti-tumorale de 
ces cellules. Les donnees obtenues montrent que P40ext stimule la 
production de nitrite des cellules RAW 264,7, demontrant que P40ext active 

20 les macrophages. 

2. P40 est un porteur a cffet adjuvant pour un peptide (GlAC) 
2.1. Comparaison dc P40cxt avec d'autrcs supports 



25 



30 



Le peptide utilise est GlAC, un peptide obtenu a partir de la proteine 
G du RSV : (G174-187 AC) Trudel et ah, 1991, J. Virol. 1M : 749-757. 

Cinetique dc la r^ponsc immunitaire contrc Gl AC 



Des souris C57B1/6 (5 par groupc) sont immunisees avec Gl AC sous 
differentes formes selon un schema d'immuntsation identique. Les 
r^ponses anticorps induites par les differentes formes de Gl AC sont 
comparees dans le temps : 7, 17, 28, 35, 42 jours apres le debut de 
-35 llexaerience. 
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La rtponse anti-Gl AC est significativement plus elevee et plus 
rapide lorsque les souris sont immunises avec P40/G1 AC que les 
immunisations plus classiques TT/G1 AC et KLH/G1 AC+AF. Une seule 
injection de P40/G1 AC permet d'obtenir, en 7 jours, un titre d'anticorps 
5 anti-Gl AC de 1000. Ce titre est obtenu avec TT/G1 AC+AF en 28 jours. La 
rtponse maximum (titre = 1/380000), obtenue aprds trois injections, en 28 
jours, est environ 30 fois superieure a celle obtenue avec KLH/G1 AC +AFet 
70 fois superieure k celle obtenue avec TT/G1 AC. Le titre en anticorps anti- 
Gl se maintient sans faiblir jusqu'au jour 42. 

10 

Conclusion 

Le couplage chimique du peptide Gl AC sur la proteine P40 a permis 
d'induire une reponse anti-Gl AC aussi importante que les modules de 
15 reference KLH/G1 AC+AF ou TT/G1 AC. 

Les resultats obtenus montrent que P40ext est une molecule 
porteuse a effet adjuvant pour GlAC : P40ext est meilleure que la toxine 
tetanique et aussi bonne que l'association KLH + adjuvant de Freund. 

20 2.1. Distribution isotypiquc des anticorps anti-peptidc GlAC 

Les isotypes des serums obtenus pendant les experiences decrites ci- 
dessus ont et6 determines par ELISA. Le tableau 4 presente la moyenne des 
valeurs de A450 de 5 serums individuels testes a la dilution 1/250. 

25 

Tableau 4 : distribution isotypique des anticorps anti-peptide 
GlAC 



30 




IgGl 


lgG2a 


lgG2b 


lgG3 




A450 

(dil. 1/250) 


2,892 


1,212 


2.970 


0,209 



• 35 
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On a montre que la secretion d'isotype d'anticorps est regulee par 
des sous-ensembles de cellules Th specifiques d'un antigene qui peuvent 
etre divises en deux sous- ensembles Thl et Th2. Les clones Thl produisent 
de 1*11-2 et IFN-gamma, et des lymphotoxines, alors que les clones Th2 

5 produisent de l'H-4 et de Hl-5. Les clones de Thl et de Th2 induisent 
speciftquement la secretion par les cellules B specifiques d'un antigene, 
respectivement d'lgG2a + lgG3 et d'lgGl + lgG2b + IgE Les donnees 
presentees dans le tableau 4 montrent que lgGl et lgG2b sont les deux 
isotypes majeurs des anticorps ami G1AC, rigG2a etant egalement 

10 repr6sente. On peut en conclure que chez les souris C57B1/6, P40-G1AC 
provoque une reponse Th2 superieure a la reponse Thl. 

2.2. Etude dose-effet 

15 on a inject^ par voie sous-cutanee a des souris BALB/c (5 par 

groupe) differentes concentrations de P40e.\t-G 1 AC, aux jours 0. 10 et 21. 
Une semaine apres la derniere immunisation, des 6chantillons de sang 
sont preleves et la reponse anticorps anti-peptide Gl&C est estimee sur les 
serums individuels par ELISA. La moyenne des titres de 5 echantillons est 

20 effectuSe. 

U figure 5 montre le rapport dose-effet de P40ext-GUC. Une 
reponse anticorps anti-peptide G1AC est obtenue avec 1 jig de P40ext-G1AC. 
Les titres en anticorps les plus eleves sont observes avec 10 a 50 |ig de 
P40ext-G1AC. 



25 



2.4. Determination du schema d'immunisation optimale 



On a injecte par voie sous-cutanee a des souris BALB/c (5 par 
groupe) P40ext-G1AC (equivalent a 10 ng de Gl AC) aux jours indiques sur la 
30 figure 6. La reponse anticorps anti-peptide GlAC est determinee sur les 
serums individuels par EUSA. 4 schemas d'immunisations ont ete testes : 
une injection, deux injections aux jours 0 et 14, ou aux jours 0 et 21, et trois 
injections aux jours 0, 21 et 40. La reponse anticorps anti-peptide anti- 
G1AC la plus elevee est obtenue avec trois injections. 

35 
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3. P40ext est un adjuvant efficace pour un antigdne prot&que 
(BBG2AC) 

On a inject^ par voie sous-cutanee k des souris BALB/c (5 par 
5 groupe) BBG2AC conjugue chimiquement k P40ext (Equivalent a 10 \ig de G2 
AC) aux jours 0 et 21. Dix jours plus tard, la reponse anticorps anti-G2AC est 
d£termin€e dans les scrums individuels par ELISA. Les moyennes des titres 
de 5 6chantillons sont donnees dans le tableau 5. Le controle n£gatif ne 
contenait pas d'anticorps anti-G2AC. 

10 

Tableau 5 : effet adjuvant de P40ext sur un antigene proteique 





Titre en anticorps anti-G2AC 


BBG2AC 


160 


BBG2AC + adjuvant de Freund 


2051200 


e,\tP40-BBG2AC 


29800 



BBG2AC est faiblement immunogene. L'utilisation d'adjuvant de 
20 Freund augmente le titre en anticorps anti-G2AC Quand BBG2AC est 
conjugue par voie chimique a P40ext, la reponse anticorps anti-G2AC est 
augmentee d'environ 200 fois. P40ext est done un bon adjuvant pour un 
antigene proteique. 

25 4. Activity adjuvante des fragments de P40 

On a injecte par voie sous-cutanee a des souris BALB/c (5 par 
groupe) au jour 0 et stimule au jour 21 par les proteines recombinantes 
suivantes : la proteine de fusion BBP40G2AC, la proteine de fusion 
30 contenant le fragment de P40 n° 8 (BB8G2AC), la proteine de fusion 
contenant le fragment de P40 n° 16 (BB16G2AC) et la proteine de fusion 
contenant le fragment de P40 n° 18 (BB18G2AC) ( 10 ng equivalent G2 AC). 
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Au jour 31, les r6ponses anticorps anti-G2AC, anti-P40 et anti-BB 
sont d6termin6es par EUSA dans les serums individuels. La moyenne des 
titres de 5 serums individuels est effectuee. Les contrdles negatifs ne 
contenaient pas d'anticorps anti-G2AC. 

Tableau 6 : effet adjuvant des fragments recombinants de P40 





TITRE EN 
ANTI COR P S 
ANTI-G2AC 


TITRE EN 
ANTI COR P S 
ANTI-BB 


TITRE EN 

A NTI COR PS 

ANTI-P40 


BBP40G2AC 


14 800 


266240 


450506 


BB8G2AC 


7400 


430080 


56 640 


BB16G2AC 


1 800 


84480 


880 


BB18G2AC 


1360 


184320 


240 



15 Dans cette experience, on montre que les fragments de P40 

conservent les proprietes de la proteine entiere. Ceci est particulierement 
spectaculaire lorsqu'on examine la reponse anticorps anti-BB. 

La reponse anticorps anti-P40 est considerablement reduite en 
utilisant les fragments de P40. 

20 



25 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERATE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: PIERRE FAB RE MEDICAMENTS 

(B) RUE: 45, PLACE ABEL GANCE 

(C) VILLE: BOULOGNE 
(E) PAYS: FRANCE 

<F) CODE POSTAL: 92654 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: PROTEIN E P40 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 8 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC- DOS /MS- DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1008 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 . . 1008 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GCT CCG AAA GAT AAC ACC TGG TAT GCA GGT GGT AAA CTG GGT TGG TCC 48 
Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser 
15 10 15 

CAG TAT CAC GAC ACC GGT TTC TAC GGT AAC GGT TTC CAG AAC AAC AAC 96 
Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn 
20 25 30 

GGT CCG ACC CGT AAC GAT CAG CTT GGT GCT GGT GCG TTC GGT GGT TAC 14 4 

Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr 
35 40 45 

CAG GTT AAC CCG TAC CTC GGT TTC GAA ATG GGT TAT GAC TGG CTG GGC 192 
Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly 
50 55 60 



CGT ATG GCA TAT AAA GGC AGC GTT GAC AAC GGT GCT TTC AAA GCT CAG 

-Arg~Met— Ala-Tyr-Lys-Gly-Ser-Val^^ 
65 70 75 80 
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GGC GTT CAG CTG ACC GCT AAA CTG GGT TAC CCG ATC ACT GAC GAT CTG 288 
Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu 
85 90 95 

GAC ATC TAC ACC CGT CTG GGC GGC ATG GTT TGG CGC GCT GAC TCC AAA 336 
Asp He Tyr Thr Arg Leu Gly Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys 
100 105 HO 

GGC AAC TAC GCT TCT ACC GGC GTT TCC CGT AGC GAA CAC GAC ACT GGC 384 
Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr- Gly 
115 120 125 

GTT TCC CCA GTA TTT GCT GGC GGC GTA GAG TGG GCT GTT ACT CGT GAC 432 
Val Ser Pro Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp 
130 135 140 

ATC GCT ACC CGT CTG GAA TAC CAG TGG GTT AAC AAC ATC GGC GAC GCG 480 
He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp Val Asn Asn He Gly Asp Ala 
145 150 155 160 

GGC ACT GTG GGT ACC CGT CCT GAT AAC GGC ATG CTG AGC CTG GGC GTT 528 
Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val 
165 170 175 

TCC TAC CGC TTC GGT CAG GAA GAT GCT GCA CCG GTT GTT GCT CCG GCT 576 
Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala 
180 185 190 

CCG GCT CCG GCT CCG GAA GTG GCT ACC AAG CAC TTC ACC CTG AAG TCT 624 
Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser 
195 200 205 

GAC GTT CTG TTC AAC TTC AAC AAA GCT ACC CTG AAA CCG GAA GGT CAG 672 
Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin 
210 215 220 

CAG GCT CTG GAT CAG CTG TAC ACT CAG CTG AGC AAC ATG GAT CCG AAA 720 
Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys 
225 230 235 240 

GAC GGT TCC GCT GTT GTT CTG GGC TAC ACC GAC CGC ATC GGT TCC GAA 768 
Asp Gly Ser Ala Val Val Leu Gly Tyr Thr Asp Arg lie Gly Ser Glu 
245 250 255 

GCT TAC AAC CAG CAG CTG TCT GAG AAA CGT GCT CAG TCC GTT GTT GAC 816 
Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp 
260 265 270 

TAC CTG GTT GCT AAA GGC ATC CCG GCT GGC AAA ATC TCC GCT CGC GGC 864 
Tyr Leu Val Ala Lys Gly He Pro Ala Gly Lys He Ser Ala Arg Gly 
275 280 285 

ATG GGT GAA TCC AAC CCG GTT ACT GGC AAC ACC TGT GAC AAC GTG AAA 912 
Met Gly Glu Ser Asn Pro Val Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys 
290 295 300 
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ATC GAA GTT AAA GGC TAC AAA GAA GTT GTA ACT CAG CCG GCG GGT TA 1008 
lie Glu Val Lys Gly Tyr Lys Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
325 330 335 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 335 a c ides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser 
15 10 15 

Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn 
20 25 30 

Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr 
35 40 45 

Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly 
50 55 60 

Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin 
65 70 75 " 80 

Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu 
85 90 95 

Asp He Tyr Thr Arg Leu Gly Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys 
100 105 110 

Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly 
115 120 125 

Val Ser Pro Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp 
130 135 140 

He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp Val Asn Asn He Gly Asp Ala 
145 150 155 160 

Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val 
165 170 175 

Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala 
180 185 190 

Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser 
195 200 205 

Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin 
210 215 220 

Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys 

~Z25~~ " 230 — ~235~ ~2T0 ~~ 
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Asp Gly Ser Ala Val Val Leu Gly Tyr Thr Asp Arg lie Gly Ser Glu 
245 250 255 

Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp 
260 265 270 

Tyr Leu Val Ala Lys Gly He Pro Ala Gly Lys He Ser Ala Arg Gly 
275 280 285 

Met Gly Glu Ser Asn Pro Val Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val- Lys 
290 295 300 

Ala Arg Ala Ala Leu He Asp Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu 
305 310 315 320 

He Glu Val Lys Gly Tyr Lys Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
325 330 335 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 537 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 • • 537 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

GCT CCG AAA GAT AAC ACC TGG TAT GCA GGT GGT AAA CTG GGT TGG TCC 
Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser 
15 10 15 

CAG TAT CAC GAC ACC GGT TTC TAC GGT AAC GGT TTC CAG AAC AAC AAC 96 
Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn 
20 25 30 

GGT CCG ACC CGT AAC GAT CAG CTT GGT GCT GGT GCG TTC GGT GGT TAC 14 4 

Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr 
35 40 45 

CAG GTT AAC CCG TAC CTC GGT TTC GAA ATG GGT TAT GAC TGG CTG GGC 192 
Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly 
50 55 60 

CGT ATG GCA TAT AAA GGC AGC GTT GAC AAC GGT GCT TTC AAA GCT CAG 240 
Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin 
65 70 75 80 

GGC GTT CAG CTG ACC GCT AAA CTG GGT TAC CCG ATC ACT GAC GAT CTG 288 

"Glv^Tl^TnTTeirThT-m^LY^^ 

85 90 95 
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GAC ATC TAC ACC CGT CTG GGC GGC ATG GTT TGG CGC GCT GAC TCC AAA 
Asp He Tyr Thr Arg Leu Gly Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys 
100 105 no 

GGC AAC TAC GCT TCT ACC GGC GTT TCC CGT AGC GAA CAC GAC ACT GGC 
Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly 
115 120 125 

GTT TCC CCA GTA TTT GCT GGC GGC GTA GAG TGG GCT GTT ACT CGT GAC 
Val Ser Pro Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg -Asp 
130 135 140 

ATC GCT ACC CGT CTG GAA TAC CAG TGG GTT AAC AAC ATC GGC GAC GCG 
He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp Val Asn Asn He Gly Asp Ala 
145 I 50 155 i 60 

GGC ACT GTG GGT ACC CGT CCT GAT AAC GGC ATG CTG AGC CTG GGC GTT 
Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val 
165 170 175 

TCC TAC CGC 
Ser Tyr Arg 



336 



384 



432 



480 



528 



537 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 179 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser 
1 5 10 15 

Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn 
20 25 30 

.Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tvr 
35 40 45 

Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly 
50 55 60 

Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin 
65 70 75 80 

Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys Leu Gly Tyr Pro He Thr Asp Asp Leu 
85 90 95 

Asp He Tyr Thr Arg Leu Gly Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys 
100 105 no 

Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly 
1-15 120 1-25 



Val Ser Pro Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Tro Ala Val Thr Arg Asp 
130 135 ' 140 H 
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lie Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp Val Asn Asn lie Gly Asp Ala 
145 150 155 160 

Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val 
165 170 175 

Ser Tyr Arg 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 216 paires de bases 
<B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1.-216 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

CGC GCT GAC TCC AAA GGC AAC TAC GCT TCT ACC GGC GTT TCC CGT AGC 4 8 

Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly Val Ser Arg Ser 
15 10 15 

GAA CAC GAC ACT GGC GTT TCC CCA GTA TTT GCT GGC GGC GTA GAG TGG 96 
Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Trp 
20 25 30 

GCT GTT ACT CGT GAC ATC GCT ACC CGT CTG GAA TAC CAG TGG GTT AAC 144 
Ala Val Thr Arg Asp He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp Val Asn 
35 40 45 

AAC ATC GGC GAC GCG GGC ACT GTG GGT ACC CGT CCT GAT AAC GGC ATG 192 
Asn He Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met 
50 55 60 

CTG AGC CTG GGC GTT TCC TAC CGC 216 
Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg 
65 70 • 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 72 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(-x4-)~DESCRIP-TJON-.DE_LA^SEQUENCE.:_SEQ„ID„N O: 6 : 

Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly Val Ser Arg Ser 
1 - 5 10 15 
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Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Tro 
20 25 30 

Ala Val Thr Arg Asp He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp Val Asn 
35 40 45 

Asn He Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met 
50 55 60 

Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg 
65 70 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 159 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE : 
(A) NOM/CLE: CDS 
(B> EMPLACEMENT: 1..159 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO : " 7 : 

ACT GGC GTT TCC CCA GTA TTT GCT GGC GGC GTA GAG TGG GCT GTT ACT 48 
Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Trp Ala Val Thr 
1 5 10 15 

CGT GAC ATC GCT ACC CGT CTG GAA TAC CAG TGG GTT AAC AAC ATC GGC 96 
Arg Asp He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp Val Asn Asn He Glv 
20 25 30 Y 

GAC GCG GGC ACT GTG GGT ACC CGT CCT GAT AAC GGC ATG CTG AGC CTG 14 4 

Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu 
35 40 45 



GGC GTT TCC TAC CGC 
Gly Val Ser Tyr Arg 
50 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

U) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 53 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

<D> CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Trp Ala Val Thr 
15 10 15 



159 
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Arg Asp lie Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Tro Val Asn Asn He Gly 
20 25 30 

Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu 
35 40 45 

Gly Val Ser Tyr Arg 
50 
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REVEND1CAT1QNS 

1. Produit adjuvant destine k ameliorer l'activit£ d'une molecule lors 
de l'administration a un hote, caracterise en ce qu'il comprend au moins 

5 une partie de la proline P40 de Klebsiella pneumoniae ou une proline 
pr^sentant au moins 90% d'homologie avec la proteine P40 de Klebsiella 
pneumoniae* 

2. Produit adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
comprend une prot&ne presentant la sequence ID n° 2 ou presentant au 

10 moins 90% d'homologie avec cette sequence. 

3. Produit adjuvant selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise 
en ce qu'il consiste en la sequence comprise entre les amino-acides 1 a 179 
de la proteine P40 de K. pneumoniae, ou une sequence presentant au moins 
90% d'homologie avec la sequence comprise entre les amino-acides 

15 numerates 1 et 179 de la sequence de la proteine P40 de K. pneumoniae. 

4. Produit adjuvant selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise 
en ce qu'il consiste en la sequence comprise entre les amino-acides 108 i 
179 de la proteine P40 de K.pneumoniae ou une sequence presentant au 
moins 80% d'homologie avec la sequence comprise entre les amino-acides 

20 numerates 108 et 179 de la proteine P40 de K. pneumoniae. 

5. Produit adjuvant selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise 
en ce qu'il consiste en la sequence comprise entre les amino-acides 
numerates 127 a 179 de la proteine P40 de K. pneumoniae ou une sequence 
presentant au moins 80% d'homologie avec la sequence comprise entre les 

25 amino-acides numerates 127 a 179 de la proteine P40 de K. pneumoniae. 

6. Proteine ou peptide presentant Tune des sequences ID n° 2, ID n° 
4, ID n' 6 ou ID n° 8. 

7. Sequence d'ADN codant pour un produit selon l'une des 
revendications 1 a 6. 

30 8. Complexe immunogene du type comprenant un Element 

immunogene, associe a un adjuvant augmentant 1'intensite de la reponse 
immunitaire, caracterise en ce que 1'element immunogene est un antigene 
ou un hapt^ne, et Padjuvant comprend un produit selon l'une des 
revendications 1 a 6. 

35 
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9. Complexe immunogene selon la revendication 8, caracterise en ce 
que P£l£ment immunogene est associ£ k Padjuvant par une liaison 
covalente. 

10. Complexe immunogene selon Tune des revendications 8 ou 9, 
5 caract£ris£ en ce que Pelement immunogene est consume d'un fragment 

de la proteine G du RSV. 

11. Complexe immunogene selon Tune des revendications 8 a 10, 
caraet£ris£ en ce que Pelement immunogene, associe a Tadjuvant, est 
fusionne avec une proline qui est un recepteur & une proteine serique, 

10 en particulier i la serumalbumine humaine. 

12. Precede pour augmenter Pimmunogenicite d'un antigene ou 
d'un hapt£ne, caractdrise en ce qu'on associe ledit antigene ou hapt&ne k 
un adjuvant selon l'une des revendications 1 a 6, sous forme d'un complexe 
selon l'une des revendications 8 a 11. 

15 13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce qu'on 

associe Pantigene ou Phaptene 4 Padjuvant par couplage chimique. 

14. Procede selon l'une des revendications 12 ou 13, caracterise en 
ce que Pantigene ou Phaptene est fusionne par genie genetique & 
Padjuvant. 

20 15. Vaccin caracterise en ce qu'il contient un complexe selon Pune 

des revendications 8 & 11, susceptible d'etre prepare par le procede selon 
Pune des revendications 12 a 14. 

16. A titre de medicament, sequence d'ADN selon la revendication 7. 

17. Utilisation d'une sequence d'ADN selon la revendication 7 pour 
25 la preparation d'un vaccin utile par voie intramusculaire ou intradermals 

18. Procede de preparation d'un produit adjuvant selon Pune des 
revendications 1 & 6, £ partir de membranes de bacteries du genre 
Klebsiella pneumoniae, caracterise en ce qu'il comprend les etapes de : 

a) precipitation des lipopolysaccharides par addition de detergent et d'un 
30 sel de cation divalent et recuperation du surnageant, 

b) precipitation des proteines du surnageant et remise en suspension du 
culot, 
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c) chromatographic de la suspension sur 6changeur d'anions et 
recuperation des fractions contenant le produit adjuvant, 

d) chromatographic sur £changeur de cations et recuperation de la 
fraction contenant le produit adjuvant, 

5 e) concentration de la fraction obtenue a Tissue de l'etape d) pour 
recuperer un produit adjuvant sous forme de proteine, cssentiellement 
depourvu de liposaccharides. 
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FIGURE 2 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FIGURE 3 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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FIGURE 4 



FEUILLE DE REMPlACEMENT (REGIE 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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